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論文内容要旨
 細胞の発生や分化に重要な多くのサイトカインはAKTを活性化して細胞増殖やアポトーシス
 抵抗性に関与している。癌抑制遺伝子のひとつであるPTENはAKTの活性化を抑制し,この
 シグナルを負に制御していることが知られている。
 PTEN遺伝子の先天的な変異は,家族性腫瘍症侯群であるCowden病の患者に認められ,そ
 れら疾患の原因遺伝子とされている。一方PTEN遺伝子の後天的な変異は,ヒト子宮体癌など
 多数の弧発性腫瘍で報告されている。また,ヒト子宮体癌の発生には慢性的な高エストロゲン血
 症や肥満,糖尿病による高インスリン血症などが重要な危険因子として知られている。
 Ptenホモ欠失マウスが胎生致死であることが成体でのPten機能解析を困難にしている。そ
 こで本研究ではPtenコンディショナルジーンターゲッティングマウスを用いて正常.』二皮初代培
 養細胞実験系とSV40遺伝子導入により得られた細胞株を樹立し,正常泌尿生殖器系上皮細胞
 におけるPten遺伝子の機能解析とインスリンシグナル伝達系とPten遺伝子の関わりを解明す
 ることを目的とした。
 子宮内膜上皮細胞では,インスリン刺激によるAKTの活性化が観察された。AdexCre感染
 によりPten遺伝子産物は約半分量になり,インスリン刺激に応答したAKTの活性化亢進が観
 察された。しかし,インスリン未刺激状態ではAKTの活性化は確認できなかった。
 一方,腎尿細管上皮細胞でもインスリン刺激によりAKT活性化が観察された。AdexCreに
 よりPten遺伝子産物はほぼ100%欠失して,Pten遺伝子のAKT抑制機能を確認できたが,
 AKTの下流遺伝子である細胞増殖シグナル伝達経路の活性化は観察できなかった。
 さらにSV40遺伝子導入により腎尿細管初代培養細胞と同様の性格を保持した細胞株の樹立
 に成功した。
 今回の一連の解析により,正常泌尿生殖器系の上皮細胞内ではインスリンシグナル伝達機構が
 作動しており,その経路にはPten遺伝子が密接に関わっていることを実験的に明らかにした。
 しかし,AKTより下流の細胞増殖シグナル伝達系にはPten以外の調節因子の関与が推定され
 た。
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 審査結果の要旨
 本研究においては,PTENコンディショナルジーンターゲッティングマウスの子宮内膜上皮
 細胞と腎尿細管上皮細胞の初代培養細胞実験系を用いて,泌尿生殖器系上皮細胞内における
 Pten遺伝子産物の機能解析とインスリンシグナル伝達系とPten遺伝子産物の関わりについて
 解析した。Westemblottingによる解析では,子宮内膜上皮細胞において基質であるAKTの
 量に変化は認められなかったがインスリン刺激により活性型であるP-AKT(T308)の量は5.68
 倍に上昇し,P-AKT(S473)の量は6.33倍に上昇した。一方,腎尿細管上皮細胞でもAKTに
 量的変化は認められなかったがインスリン刺激によりP-AKT(T308)の量は7.28倍に上昇し,
 P-AKT(S473)の量は6.28倍に上昇した。以上の結果から正常子宮内膜一L皮細胞と正常腎尿細
 管上皮細胞のいずれもがインスリン刺激に応答してAKTを活性化すること,すなわち正常泌尿
 生殖器系.一ヒ皮細胞内ではインスリンシグナル伝達系が機能し,そのシグナル伝達系が細胞増殖に
 関わるAKT遺伝子を制御していることを明らかとなった。
 さらに同実験系を用いてAdexCreによるコンディショナルジーンターゲッティングを行った。
 免疫染色による解析では,AdexCreの感染効率が子宮内膜上皮細胞では43%,腎尿細管上皮細
 胞では91%であった。Westemblottingによる解析では,AdexCre感染により子宮内膜、ヒ皮細
 胞においてPtellが約半分量となり,腎尿細管上皮細胞ではPtenが検出感度以下にまで低下し
 たことが確認され,AdexCreの感染効率を十分反映し極めてよく一一致していた。さらにリン酸
 化AKTを解析するとAdexCre感染により子宮内膜上皮細胞ではP-AKT(T308)の量はイン
 スリン未刺激群が0.93倍,インスリン刺激群が10.8倍であり,P-AKT(S473)の量はインスリ
 ン未刺激群がし15倍,インスリン刺激群が14.2倍であった。一方,腎尿細管上皮細胞では
 P-AKT(T308)の量はインスリン未刺激群が26.8倍,インスリン刺激群が40.5倍であり,
 P-AKT(S473)の量はインスリン未刺激群が7.96倍,インスリン刺激群が14.6倍であった。
 以上の結果から正常子宮内膜ヒ皮細胞と正常腎尿細管上皮細胞のいずれにおいてもPtenが
 AKTの脱リン酸化によってインスリンシグナル伝達系に対して抑制的に作用していることが確
 認された。
 このように本研究により,子宮内膜上皮細胞の中でインスリンシグナル伝達系が作動している
 ことが明らかになり,肥満や糖尿病患者でおこる高インスリン血症が子宮内膜の増殖に関与する
 ことが明らかになった。また子宮内膜上皮細胞内でのインスリンシグナル伝達機構にPTEN遺
 伝子が重要な役割を果たしていることが明らかになった。従来,高インスリン血症とPTEN遺
 伝子欠失を正常子宮内膜上皮細胞内で関連付ける報告はなかったが,本研究ではこれまで不明で
 あった子宮内膜の増殖に関与するシグナル伝達機構の一部にPTEN遺伝子産物が密接に関与す
 ることを初めて明らかにした。本研究は博士論文に値する。
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